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論 文 内 容 要 旨
序論
高度不飽和脂肪酸(以 下HUFAと 称す。)は多彩な生理活性 を有 し、医薬
品、健康志向食品、各種食品素材 として利用 されるようになった。なかでも、
n-3系HUFAは 水産物に特有 に多 く含まれ、エイコサペ ンタエン酸(正 式
名称はイコサペンタエ ン酸だが、本論文では汎用されるエイコサペンタエン酸
を使用 した。以下EPAと 称す。)はイワシ油を原料 として、エチルエステル
体 を高純度に精製 した ものが閉塞性動脈硬化症や高脂血症の治療薬 に用い られ
ている。一方、 ドコサヘキサエン酸(以下DHAと 称す。)はEPAと 同様な生
理作用 の他に、記憶学習能、視覚機能 に対する作用が知 られてお り、マグロ ・
カツオ油を原料 として脱ガム、脱酸、脱臭処理を施 したDHA高 含有油が各種.
食品素材、健康志向食品用途に利用されている。また、n-6系HUFAで ある
アラキ ドン酸(以 下AAと 称す。)は動物の生体膜 中の リン脂質に含まれ、A
Aを とくに多 く含む食品資源はないが、物r'1θrθ11a属の糸状菌によって生産
される油脂に多 く含 まれる。AAは プロスタグランジン、 トロンポキサ ン、 ロ
イコ トリエ ンの前駆体 として生体 内で重要な役割 を担い、DHAと ともに育児
用調製粉乳の補強用成分 として期待 されている。
本研究では、 これ らHUFAの 摂取が効果的に行えるよう、少量の摂取でも「
生理活性が期待できるHUFA濃 度を高めた油、あるいは体内への吸収性 を高
めるため一定の構造 を有する油脂(構 造脂質)の 製造方法について検討す るこ
とを考えた。また、HUFAを 高度に精製すれば、医薬品や化粧品素材にも利
用できると考え、DHAを 高純度精製 した油の製造方法についても検討 した。
本研究では、HUFAが 熱や酸化に非常に不安定なことを踏まえ、常温 ・常圧、
窒素気流下の温和な条件で反応が進行する リパーゼ を用いた生化学反応に注 目
した。第1章 では、HUFAを 多く含む食用油脂の開発を目的とし、 リパーゼ
の選択的加水分解反応を利用 したEPA、DHA濃 縮 グリセ リドおよびAA濃
縮グリセ リドの製造方法 を検討 した。第2章 では、医薬品用途に利用できる高
純度DHAの 精製を目的 とし、DHAを 含む脂肪酸 と高級脂肪族アルコール を
原料 とし、リパーゼを用いてDH:A以外の脂肪酸を選択的にエステル化反応す
ることによ りワックスとして除去 し、DHAを 脂肪酸画分に90%以上に精製で
きることを見出した。第3章 では、 リパーゼのアルコリシス反応を応用 し、D
HAを 含む脂肪酸エチルエステルと高級脂肪族アルコールを原料 として選択的





用いたアシ ドリシス反応 を行った。すなわち、マグロ油を原料 として トリグ リ.
セ リド て以下TGと 称す。)の1,3位 を中鎖脂肪酸でエステル交換することに
より、2位 にDHAを 有 し1,3位 に中鎖脂肪酸が結合した機能性TGの 製造方
法について検討 した。
Table1.油 脂 加 工 に利 用 で き る リパ ー ゼ 反応
1.加 水分解反応(Hydrolysis)
E§§§嚢i+3H20一一一一→レE≡§§i+麗 §§≡き
2.エ ス テル 化 反応(Esterifibation)
R'OH+R2000HPR'OCOR2+H20
3.エ ス テル 転 移 反 応(Transesterification)
3-1アシ ド リシ ス(Acidolysis)
E§§§羅+窺::::=一一一一一一→レE三§§§1華+窺::::=
3-2アル コ リシ ス(Alcoholysis)
R10COR2+R30E一 一 一 一 一 引レR30COR2+R10H






しかし、収率を考慮するとEPA油 で30%、DHA油 で35%に それぞれHU
FAを 濃縮するのが限界であった。そ こで、さらに濃度を高める手段 として リ
パーゼを用いた方法が開発されている。磁 η41幽の4加昨aoθヨ のリパーゼを用
いてマグロ油を加水分解すると、・未分解のグリセ リド画分に53%までDHAを
濃縮できることが報告 されているが、本研究では、DHAだ けでな くEPAも
濃縮することを目的とし、σθo加セ加 加02加盟α加 の リパーゼ を用 いたマグロ
油の選択的加水分解反応 を行い、E戸Aお よびDHAを 濃縮 した油の製造方法
を検討 した。馳AAについては、伽 蛾 θrθ血 属の糸状菌が生産する油脂が'25%
のAAを 含んでお り、現状では最 も含量の高い油脂(AA油)となっている。A
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Aを 多 く含む油脂は市場ニーズが高 く、育児用調製粉乳への利用が期待されて




DHA;38.5%)29、水29、(7θo加励 α.mo3刀d1ゴα加 の リパーゼ400U(1分
間当た り1μmolの脂肪酸 を遊離する酵素活性 を1Uと する。)からなる反応混
液 を30℃、16時 間、500rpmで概搾しなが らインキュベー トし、AA濃 縮油
ではAA油(AA;24.9%)2g、水2g、0刎 必ぬ の励力伽oθ∂の リパーゼ(リ
パーゼOF;名 糖産業(株))400Uからなる反応混液を35℃、16時間、500rpm
で1寛搾 しなが ら行った。加水分解率(%)は反応終了後の酸価 を測定し、原料油
のケン化価を基 に算出 した。グリセ リド画分はアルカ リ(水酸化カ リウム)条件
下でヘキサン抽出し、さらにHUFAを 濃縮するため、同様な条件で加水分解
反応を繰 り返 した。 グリセ リ ド画分の脂質組成(%)はTLC一水素炎イオン化法
(Iatroscan型式;ヤ トロン(株))(展開溶媒;ベ ンゼ ン/ク ロロホルム/酢 酸
=50/20/0.7(v/vlv))で分析 し、脂肪酸組成(%)はナ トリウムメチラー ト
法によりメチルエステル化 してガスクロマ トグラフィー(GLC)で分析 した。
[結果および考察]
0θo加励 α加03刀d1ゴ召加 の リパーゼを用いてマグロ油の選択的加水分解反応
を行い、分解率33.5%でグリセ リド画分にEPA+DHAを48.7%ま で濃縮す
ることができた。(Table2)さらにHUFA含 量を高めるため、グリセ リド画
分を抽出し繰 り返 して加水分解 したところ、EPA+DHA含 量を57.5%まで
高めることができた。 このときのEPA+DHAの 損失量は初発マグロ油のE
PA+DHA含 量に対 し18.5%であり、2回 の反応で加水分解率は45.5%に達
した。グリセ リド画分は85.5%がTGであった。(Table2)(Table3)0刎雄ぬ
の功h伽 ∂θ∂ のリパーゼ を用いてAA油 の選択的加水分解反応 を行い、分解率
52.4%でグリセ リド画分にAAを49.5%まで濃縮することができた。さらにA
Aを 濃縮するため、加水分解を繰 り返 した。3回 の繰 り返 し反応によ り加水分
解率は合計67.7%に達 し、AAの 回収率は初発油脂のAA含 量 に対 して75.0%
となった。(Table4)グリセ リド画分は93.0%がTGであった。 このように、
EPA、DHA濃 縮油、AA濃 縮油ともに加水分解率が50%程度に達 したにも
かかわらず、未分解のグリセ リ ド画分の主成分は部分グリセ リ ドではなく、85%
以上がTGで あることがわかった。 この現象を詳細 に検討 し、反応メカニズム
を次のように推定 した。① まず、 リパーゼの有する脂肪酸特異性によって、H
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UFA以 外の脂肪酸のエステル結合が加水分解 され、HUFAを 含む部分グ リ
セ リドが生成する。②生成 したHUFA部 分 グリセ リドは分子間でエステル転
移 あるいはHUFA部 分グ リセ リドと反応系中にわずかに遊離 したHUFAと
の間でエステル化(脱水縮合)が起 こり、HUFAが 濃縮 したTGが 生成す る。
③HUFA-TGは リパーゼが最 も作用 しにくい基質であ り反応系内に蓄積 して
いく。以上よ り、反応終了時の未分解グ リセ リドはHUFAを 高濃度含有する
TGが 主成分となる ことを明 らかにした。 リパーゼを用いた加水分解反応はT























































































肪酸 と脂肪族アル コールを原料 としエステル化反応すれば、HUFAを 未反応
の脂肪酸画分に濃縮できるものと推定 した。本研究では、リパーゼが脂肪酸 と
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高級脂肪族アルコールのワックスエステル をほとん ど加水分解 しないという性
質に着 目し、高い反応率が得 られる選択的エステル化反応 を;構築 し、医薬品用
途に利用できる高純度DHA(脂 肪酸)の 精製方法を検討 した。
[方法]
DHAを 含む脂肪酸原料は 掬 θ掘o加o刀aθsp.のリパーゼ(リ パーゼAK;天
野製薬(株))を用いてマグロ油を加水分解して得た。すなわち、マグロ油2.5g、
水2.5g、」踏θ画o切oηa5sp.のリパーゼ2,500Uからなる反応混液を40℃、48
時間、500rpmで撹搾 しながらインキュベー トした。反応後の混液はアルカ リ(水
酸化カリウム)条件下で未分解のグリセ リドをヘキサンで抽出除去 した後、アル
カ リ溶液層を塩酸で酸性に戻 し再度ヘキサ ン抽出することにより脂肪酸画分 を
得た。エステル化反応は得 られた脂肪酸 とラウリルアルコール(検 索の結果、
最適:な脂肪族アル コール として選択 した。)の量比を1:2(mo旋nol)に混合 した
組成物4g、水1g、左距zρ召5dθ1θ加ヨzのリパーゼ(タリパーゼ;田辺製薬(株))800U
か らなる反応混液を30℃、20時 間、500rpmで麗搾 しなが ら行った。反応後
の混液か ら脂肪酸画分の抽出は上記の方法 と同様に行 い、さ らに純度 を上げる
ため同様な条件でエステル化反応 を繰 り返 した。エステル化率(%)は反応前後
の混液中の酸価 を測定 し算出した。脂肪酸組成(%)は塩酸 メタノール法 により
メチルエステル化 してGLCで 分析 した。
[結果および考察]
マグロ油を加水分解しDHAを 含む脂肪酸原料を調製 し、繰 り返 して選択的
エステル化反応することによ り、DHAを 脂肪酸画分に高純度精製する方法に
っいて検討した。第1段 階の加水分解反応には、各種 リパーゼ を検索した結果、
DHAの エステル結合にもよく作用するリパーゼAKを 選択 した。 この酵素を
用いてマグロ油を加水分解 した ところ、分解率が78.5%に達 し、24.2%濃度の
DHAを83.0%の回収率で得ることができた。この脂肪酸原料を用いて、第2
段階の反応である選択的エステル化反応 に適 した リパーゼを検索 した。その結
果、丑んzρμ1θdθ1θ搬獄 のリパーゼが最 も効率よくDHAを 濃縮できることが
わかった。 この酵素 を用いて選択的エステル化反応 を行 うと、,DHA含量 を
24.2%から71.6%まで高めることができ、反応を繰 り返す と90.6%まで高める
ことができた。このときのDHA回 収率は初発原料の60.3%であった。(Table
5)また、本エステル化反応中に付随 して起 こるリパーゼ反応 を解析 し、DH

































第 騒章 選択的アルコリシス反応を用いた高練度D黙Aエ チルエステルの精製
リパーゼは加水分解やエステル化反応以外にエステル転移反応も触媒す るこ
とか ら、本研究ではアルコ リシス反応を応用 しDHAを エチルエステル体で精
製できないかと考え、DHAを 含む脂肪酸エチルエステルとラウ リルアル コー
ルを原料に用いた反応について検討 した。つまり、リパーゼによるアルコリシ
ス反応によ り、DHAエ チルエステル以外の脂肪酸エチルエステルがラウ リル
エステルに転換 し、生成 したラウリルエステルは加水分解されず、DH:Aエチ
ルエステル との交換 も起 こらない。その結果、反応平衡 はラウ リルエステル化
に傾き、未反応の脂肪酸エチルエステル画分にDHAエ チルエステルを選択的
に濃縮できることを期待 した。 この反応 を用いて医薬品用途に利用できる高純
度DHAエ チルエステルの精製方法を検討 した。
[方法]
アル コ リシス 反 応 は2種 類 の固 定 化 酵 素 を用 いて 行 った 。DHAを 含 む 脂 肪
酸 エ チ ル エ ス テ ル は マ グ ロ油 をナ トリウ ム エ チ ラー ト法 で エ チ ル エ ス テ ル 化 し、
蒸 留 法 に よ りDHAを60mol%に 濃 縮 した もの(以 下E-tuna-60と称 す 。)を
用 い た 。得 られ たE-tuna-60とラウ リル アル コー ル の 量 比 を1:3(mol/mol)に混
合 した組 成物12g、 水240mg、セ ラ ミ ッ クス 担 体(SM-10;日 本 ガ イ シ(株))
で 固定 化 した 丑んzρρπ5dθノθm2rのリパ ー ゼ(タ リパ ー ゼ;田 辺 製 薬(株))480mg
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、か らな る反 応 混 液 を20m1容 バ イ アル に入 れ 、30℃、24～50時 間、140振動/
分 で 振 盈 しな が ら反 応 を行 った 。2回 目以 降 の 反 応 は こ の 反 応 で 活 性 化 した
丑窃zqρα5dθ1θ切2rリ パ ー ゼ に水 を加 え な いE・tuna-60/ラウ リル ア ル コー ル
混 液(1:3(mol!mol))を入 れ 替 えて 同様 に 行 っ た 。 次 に 、 も う一 方 の酵 素 を用
い た 反 応 を行 っ た 。E.tUIla-60とラウ リル ア ル コ ー ル の 量 比 を1:3あ る い は
1:7(mo1/mo1)に混 合 した 組 成 物12g、.磁 忽αη〃o礎 珈 θ必θゴの 固 定 化 リパ ー ゼ
(:LipozymeIM;ノボ ル デ ィス ク(株))480mgからな る反 応 混 液 を20ml容
バ イ ア ル に入 れ 、30℃、24時 間 、140振動/分 で 振 盗 しな が ら反 応 を行 っ た。
脂 肪 酸 組 成(mo1%ある い はwt%)はGLCに よ り分 析 して 求 め た 。 エ ス テ ル 交
換 率(%)はエ チ ル エ ス テ ル お よ び ラウ リル エ ス テ ル の脂 肪 酸 組 成(m・1%)を基 に
して 算 出 した 。 反 応 混 液 か らエ チル エ ス テ ル 画 分 の分 離 は 分 子 蒸 留 装 置(CH
E-300型式;日 本 真 空 技 術(株))を用 いて 行 った 。
[結果および考察]






高めるためには、EPAエ チルエステルに対しよ り活性の高 いリパーゼを選択
する必要がある。そ こで、各種 リパーゼを検索 した。固定化 した 、磁∫zoπ～肥卯
加 θゐθゴの リパーゼ(LipozymeIM;この酵素は水を加えな くともアルコリシス
活性 を得た。)を用 いると、EPAエ チルエステルを2.9mol%に低減でき、D
HAエ チルエステルを92.8mol%まで高純度 に精製できる ことがわかった。 こ
のときのDHA回 収率は73.9wt%であった。(Table7)得られた反応混液は分
子蒸留装置を用いて蒸留分画することによ り、DHAが 濃縮 したエチルエステ
ル画分をうまく分離す ることができた。エチルエステル画分には初発原料E-
tuna-60中のDHAエ チルエステル含量に対 し41.8wt%のDHAエチルエステ
ル を回収でき、この画分のDHAエ チルエステル含量は総脂質 中の90.3wt%で
あった。(Figureユ)このように、E・tuna・60とラウリルアル コールを用いた選
択 的アルコ リシス反応によ りエチルエステル画分にDHAエ チルエステル を
































































































































油脂を摂取す ると膵臓よ りリパーゼが分泌され、TGの1,3位 のエステル
結合が加水分解 され、2一モノグリセ リドおよび脂肪酸 となって小腸粘膜か ら吸
収される。膵臓 リパーゼは長鎖脂肪酸よ り中鎖脂肪酸 によ く作用す ることか ら、
1,3位に中鎖脂肪酸、2位 に生理活性 を有する脂肪酸が結合 したTGは 体内へ
の吸収性に優れ、 このように特定の構造を有する他 にない機能性 を持っ脂質は
構造脂質 と呼ばれている。 これまで構造脂質について機能特性を解析 した報告
例はあるが、製造法の研究は行われていない。そ こで本研究では、 リパーゼ に
よるマグロ油のアシ ドリ』シス反応 を行 い、TGの1,3位 の脂肪酸 をカプリル





れ、30℃、48時間、140振動/分 で振盟 しなが らインキュベー トした。2回 目
以降の反応は、初回の反応で活性化 した 勧 ∫zqρ鵬dθノθ盟∂∬の リパーゼに水を
加えないマグロ油/カ プリル酸混合液15gを入れ替えて同様 に行った。反応後
の混液か らグリセ リ'ド画分の抽出、脂質組成および脂肪酸組成の分析は第1章
に記載 した方法 によって行い、カプリル酸交換率はグリセ リ ド画分中のカプ リ
ル酸含量(mol%)を算出して求めた。アシドリシスによ り得 られたTGの 分析は
HPLCに よって行い、交換されたカプリル酸の結合位置は分取 したTGを グ




添加す ることによ り活性化できることがわかった。 しか し、アシ ドリシス反応
に付随 した加水分解が起 こることもわか り、初回の反応では約18%部分 グリセ
リドが生成 した。水 を加えない2回 目以降の反応では加水分解 をほぼ完全に抑
制することができ、部分 グリセ リドの生成量を約4%に 低減できた。そのため、
2回 目の反応で得 られるグリセ リドについて分析 を行 い、構造脂質の製造方法
を検討 した。アシ ドリシス反応によ りマグロ油の1,3位 に結合 している脂肪
酸の62.9mol%をカブ リル酸 た交換することができ、1)HAは2位 に結合 した
一2零 一
ものだけでな.く、1,.3位に結合し.たものにもほとん.ど作用 しないことがわか
った。(Table8)アシ ドリシスによ り得 られた:TGをHPLCに よって分析 し
た と.ころ、ほとんεすべてのTGに1分 子あるいは2分 子 のカプ リル酸が取 り
込 津れている ことカ!わかった。.(:Figure2)(Tablel9).このよう.に、固定化 した
勲 忽ρρα5.由血加a∬.のリパーゼを用いたアシ..ドリシス反応 によ り、マグロ油T
.Gの1

















































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
高度不飽和脂肪 酸(HUFA)は多 彩 な隼理機 能 を有 し,医 薬品,各 種食 品素材 として多方面 に利用 され
る ようにな って きた。 と くにn-3系HUFAは水 産物 に特異的に多 く,動 脈硬化症のための医薬品や乳児
用食品 に使用 されている。本研究 ではこれらHUFAの摂取 を効率的に行 うため,HUFAを 濃縮 した油脂
あるい は体内へ の吸収 しやすい構 造の油脂 を製造す る方法 を検討 した。その際,酸 化 や熱 に対 して不安
定 なHUFAを,常 温,常 圧,窒 素気流中 とい う温和 な条件取 り扱 えるリパーゼ を活用 したプロセス を開
発す るこ とを目的 とした。
第1章 では,選 択的 な加水分解 反応 を用 いた原料 油脂か らのHUFAの濃縮油の製造 を行 った。すなわ
ち,Cαη4認α伽o解 ∫oαお よび 磁o翻c勧 肋oαη漉伽 配の リパ ーゼを用いて加水分解 を行 うと,ド コサヘ
キサエ ン酸お よび アラキ ドン酸 を油脂分子 に効率 よ く濃縮する ことが で きた。
第2章 で は,選 択的 なエステル化反応 を用 いて高純度の ドコサヘ キサエ ン酸 の精製 を行 った。す なわ
ち,Rん蜘 ρ粥deZe鵬αrのリパーゼ を使用 して魚油脂肪酸混合物 をラウリルアルコール とエステル化する
と,ド コサヘキサエ ン酸以外 はワックス として除去で き,ド コサヘキサエ ン酸 は高純 度に脂肪酸画分 に
濃縮 された。
第3章 では,選 択的 なアル コリシス反応 を用 いて ドコサヘキサエ ン酸エチルエステルを調製 した。す
なわち,魚 油脂肪酸エチルエステル混合物 をE肋 ρρμ8鹿Zθ灘αrのリノ{一ゼを使用 してラウリルアル コー
ル と反応 させ る と,反 応性 の低い ドコサヘキサエ ン酸のみがエチ ルエステル として残 り,脂 肪酸 ラウ リ
ル とは容易 に分子蒸留 に よ り分離が可能 だった。
第4章 で は,ア シ ドリシス反応 による ドコサヘキサエ ン酸 と中鎖脂肪酸 を組 み合 わせた構造脂質の製
造 を行 った。すなわち,魚 油 とカプリル酸 を1:2の比で混合 し,。R漉ρρ粥deZe配αrのリパーゼでエス
テル交換 を行 った。その結果,魚 油の2位 には元来多 く含 まれる ドコサヘキサエ ン酸 を残 したまま,1,3一
位の脂肪酸の63モル%を カプリル酸 と交換す ることがで きた。 この ような構造 を有す る油脂 に含 まれ る
ドコサヘキサエ ン酸 は,す い臓 リパーゼがカプ リル酸 に作用 しやすいため,消 化管か ら極めて吸収 され
やす い油脂であ ることが明 らかになってい る。
以上の ように,本 研 究は従来使用 されて きた減圧蒸留や脱溶剤 プロセスな どの工業的 プロセスで は多
少の異性体形成 が避 けられなかった高度不飽和脂肪酸含有油脂 の工業的な製造 のための手段 として,リ
パ ーゼ反応が有効 なことを明 らかに した もので,著 者 に博士(農学)を授与す るに値す る と判断 した。
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